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 Ao contrário do que fazem a maioria das drogas de abuso, o benzodiazepínico 
diazepam diminui a liberação de dopamina no núcleo accumbens e bloqueia o 
aumento na liberação de dopamina induzida por anfetamina. O objetivo desse 
trabalho foi testar se existe também um antagonismo entre o diazepam e a 
anfetamina quanto aos seus efeitos comportamentais. Ratos Wistar e 
camundongos Swiss adultos machos receberam uma injeção i.p. de veículo 
(solução salina),  anfetamina (3 mg/kg), diazepam (2 mg/kg), haloperidol (0.2 
mg/kg) ou uma combinação dessas drogas. Testamos o efeito desses tratamentos 
sobre respostas a drogas gratificantes, vocalizações ultrasônicas de alta frequência 
(USV), psicoestimulantes (atividade locomotora) e ansiolíticas (testes do labirinto 
em cruz elevado e teste de esconder esferas). A anfetamina causou um aumento 
das USV e um aumento da atividade locomotora. O diazepam causou um efeito 
ansiolítico e não afetou as USV e a maioria dos escores de ambulação. Além disso, 
o diazepam bloqueou de forma seletiva os efeitos da anfetamina sobre as USV, 
mas não sobre a atividade locomotora. Por outro lado, o antagonista dopaminérgico 
haloperidol bloqueou de forma não-seletiva os efeitos da anfetamina sobre as USV 
e a atividade locomotora. Esses resultados sugerem que o efeito gratificante das 
anfetaminas pode ser bloqueado de forma seletiva pelos benzodiazepínicos. Isso 
faz dos benzodiazepínicos, medicamentos para o tratamento do abuso de drogas.  
 










Unlike most drugs of abuse, the benzodiazepine diazepam decreases the release of 
dopamine in the nucleus accumbens and blocks the increase in amphetamine-
induced release of dopamine. The objective of this study was to tested whether 
there is also a antagonism between diazepam and amphetamine for its behavioral 
effects. Males adults Wistar rats and Swiss mices received injection i.p. de veicule 
(saline), amphetamine (3 mg/kg), diazepam (2 mg/kg), haloperidol (0.2 mg/kg) or a 
combination of these drugs. We tested the effect of these treatments on responses 
to rewarding drugs (vocalizations ultrassonic high frequency, USV), 
psychostimulants (locomotor activity) and anxiolytics (elevated plus maze test and 
marble burying test). Amphetamine caused an increase in USV and an increase in 
locomotor activity. Diazepam caused an anxiolytic effect and did not affect the USV 
and most of the ambulation scores. In addition, diazepam selectively blocked the 
effects of amphetamine on USV, but not on locomotor activity. The dopaminergic 
antagonist haloperidol blocked non-selectively the effects of amphetamine on the 
USV and locomotor activity. These results suggest that the reinforcing effect of 
amphetamines can be selectively blocked by the benzodiazepines.This makes the 
benzodiazepines candidates for drugs for the treatment of drugs abuse. 
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A dependência de drogas de abuso apresenta um grande impacto na saúde e 
apesar de ser um dos principais problemas de saúde pública no Brasil e no mundo, 
o consumo de drogas só tem aumentado. De acordo com dados do Escritório das 
Nações Unidas contra Drogas e Crime (UNODC), 3% da população mundial 
consumiram drogas em 2013 e deste total mundial, as anfetaminas do tipo 
estimulantes foram consumidas por 38 milhões de pessoas. O relatório de 2016 
relatou que este índice aumentou para cerca de 5% em 2014. O consumo de 
anfetaminas no Brasil, em 2011 apresentou os níveis mais altos da América do Sul. 
Junto com Venezuela e Argentina, o Brasil teve os maiores números absolutos de 
usuários das substâncias. Na média, entre 1,34 e 1,89 milhões de sulamericanos 
com idade entre 15 e 64 anos já usaram anfetaminas, e 13,8% de universitários 
brasileiros com idade entre 18 e 35 anos declararam ter usado anfetamina em algum 
momento da vida. Entre os universitários, os maiores consumidores têm 35 anos de 
idade: 23,6% dessas pessoas consumiram anfetamina pelo menos uma vez na vida, 
18,6% fazem isso anualmente e 16,5%, mensalmente (UNODC). O entendimento 
das bases neurológicas da dependência de drogas de abuso tem sido um grande 
desafio para clínicos e pesquisadores.  
1.1 SISTEMA DOPAMINÉRGICO 
O sistema dopaminérgico apresenta um papel bastante importante nas 
propriedades reforçadoras das drogas de abuso (Koob, 1992). O neurotransmissor 
dopamina (3,4-dihidroxifeniletanamina; DA), é uma amina biogênica do grupo das 
catecolaminas (Tritsch e Sabatini, 2012). A dopamina tem um papel importante na 
modulação de funções motora, motivação, recompensa, reforço, cognição e 
memória (Da Cunha, 2012).  
A síntese da DA tem como precursor o aminoácido tirosina. A tirosina é 
convertida em L‐3,4‐diidroxifenilalanina (levodopa, L‐DOPA) por ação da enzima 
tirosina‐hidroxilase . A L‐DOPA  é  convertida  em  DA  por  ação  da  enzima DOPA 
descarboxilase. Uma vez sintetizada, a DA é transportada para vesículas sinápticas 
pela proteína transportadora de catecolaminas (VMAT) (Kolb e Whishaw, 2007). 




DA é liberada por exocitose e se liga a receptores específicos, tanto pré‐ quanto 
pós‐sinápticos (Tritsch e Sabatini,  2012). A DA  liberada  pode  ser  degradada pela 
enzima catecol‐O‐metiltransferase (COMT) assim como pela enzima 
monoamina‐oxidase (MAO) extracelular ou ser transportada de volta para o terminal 
sináptico pela ação do transportador de DA (DAT)  onde  é  armazenada  em  
vesículas  sináptica  ou  degradada  pela  ação  da  MAO  intracelular.  Além  disso,  
uma  parte  da  DA  liberada  se  difunde,  podendo  atuar  em  receptores que estão 
fora da sinapse (Standaert e Galanter, 2012; Bjorklund e Dunnett, 2007). 
Os receptores dopaminérgicos são do tipo metabotrópicos (acoplado à 
proteína G) e fazem parte de duas famílias: D1 e D2. A ligação da DA a receptores 
da família D1 (formada por receptores D1 e D5), leva ao aumento do AMP cíclico 
(AMPc), o que resulta na ativação da proteína quinase A (PKA). O contrário ocorre 
quando a DA se liga com receptores da família D2 (formada por receptores D2, D3 e 
D4). Estes receptores estão acoplados a proteína Gi e G0 e a sua ativação resulta 
na diminuição da concentração de AMPc. A PKA fosforila canais iônicos de potássio 
(K+) e cálcio (Ca+2) voltagem‐dependentes, alterando o potencial de membrana 
resultando em uma maior ou menor probabilidade de que a liberação de glutamato 
despolarize o neurônio pós‐sinático (Kolb e Whishaw, 2007).       
Os neurônios dopaminérgicos se projetam por quatro vias principais no SNC: 
mesolímbica, mesocortical, nigroestriatal e tubero infundibular (fig.1) 
                         
 
 







A via mesocortical é importante para as funções cognitivas incluindo 
motivação, recompensa, emoção e controle de impulsos. Está implicada em 
psicoses, incluindo esquizofrenia e no distúrbio de hiperatividade e déficit de 
atenção. A via nigroestriatal é um regulador-chave do movimento, 
comprometimentos desta via ocorrem na doença de Parkinson. A DA liberada na via 
tuberoina-infundibular é transportada até a hipófise onde regula a secreção de 
prolactina. A via mesolímbica é também chamada de “sistema de recompensa” e é 
formada por neurônios da área tegmentar ventral (VTA) com projeções 
dopaminérgicas para o núcleo accumbens (NAc). Ela desempenha um papel 
bastante importante na dependência de drogas de abuso e está mais associada a 
recompensa e menos com os comportamentos aprendidos (Wise e Rompre,1989). 
Disfunções nesta via estão associadas a dependência (adição), esquizofrenia e 
psicoses (incluindo a depressão bipolar) e déficit de aprendizado 
(Kolb e Whishaw, 2007; Imperato e Di Chiara 1986; Wise e Rompre,1989).  
O aumento na liberação de DA no NAc é um dos principais mecanismos dos 
efeitos reforçadores da maioria das drogas de abuso (Pierce e Kumaresan, 2006). 
1.2 ANFETAMINA 
As anfetaminas (ANF) são drogas psicoestimulantes com um alto potencial de 
abuso. Elas atuam aumentando os níveis de dopamina, noradrenalina e serotonina  
no cérebro (Fleckenstein et al.,2007; Di Chiara e Imperato, 1988; Sulzer, 2011). 
Agem diretamente na via dopaminérgica mesolímbica (Meririnne et al.,1999; 
Bressan e Pilowskv, 2003). 
A anfetamina promove um aumento na concentração extracelular de 
dopamina e outras monoaminas por vários mecanismos. Ela atua bloqueando o 
transportador da dopamina (DAT), o transportador da noradrenalina (NET) e, em 
menor nível, ela também bloqueia o transportador da serotonina (SERT). A 
anfetamina também compete com os neurotransmissores monoaminérgicos quando 
eles são transportados por essas proteínas. Após ser transportada  para dentro do 
terminal pré-sináptico a anfetamina inibe o transportador de monoaminas vesicular 
do tipo 2 (VMAT2) e promove a liberação das monoaminas para a fenda sináptica 




 Farmacologicamente as anfetaminas são classificadas como agonistas de 
ação indireta, pois não atuam específicamente sobre receptores monoaminérgicos 
pós-sinápticos mas, agem indiretamente: impedindo a recaptação dos 
neurotransmissores através do bloqueio competitivo do transportador de dopamina 
(fig.2) e noradrenalina e em altas doses, também de serotonina; inibindo a atividade 
das enzimas monoamino oxidase (MAO) e estimulando a liberação do 
neurotransmissor independente de Ca++ (ou seja independente da despolarização 
do botão sináptico) (Fleckenstein et al., 2007). 
Nos animais a anfetamina causa aumento do estado de alerta, da atividade 
locomotora e também da agressividade. Com o uso de grandes doses de anfetamina 
ocorrem comportamentos estereotipados, que consiste em ações repetidas, tais 
como lamber, roer, levantar nas patas traseiras ou movimentos repetidos de cabeça 
e dos membros sem objetivo adaptativo. Em experimentos, que o animal tem acesso 
ilimitado à anfetamina, pode ocorrer a auto-administração de quantidades tão 
grandes que acarretam a morte por efeitos cardiovasculares dentro de dias (Berman 
et al., 2009).  
Nos humanos ela provoca prazer e euforia, reduz a fadiga, promove melhora 
da atenção, diminui o sono e o apetite. Pode levar a um quadro de hipertensão 
arterial, taquicardia e arritimias, alucinações, acompanhada de sintomas paranóides 
e comportamento agressivo chamado psicose anfetamínica. Podendo apresentar 
tolerância e levar a dependência (Berman et al., 2009). Essas manifestações cedem 
após a administração de antagonistas de receptores dopaminérgicos, sobretudo do 
tipo D2, como a clopromazina e o haloperidol (Frota, 2001).  
É usada clinicamente no tratamento do transtorno de déficit de atenção e 
hiperatividade, na narcolepsia e como supressor de apetite, apesar desta última 
indicação ser contra-indicada pelos riscos que causam aos pacientes ((Berman et 
al., 2009; Rang et al, 2012). A anfetamina apresenta um padrão típico de 
abstinência, manifestado por sinais e sintomas que são o oposto daqueles 
produzidos pela droga. Os usuários privados da droga ficam sonolentos, tem apetite 
voraz, ficam exaustos e podem vir a apresentar depressão psíquica. A tolerância 
desenvolve-se rapidamente de modo que os usuários abusivos podem tomar doses 





                       
 
Figura 2 - Representação esquemática do mecanismo de ação das anfetaminas. 
A anfetamina promove um aumento na concentração extracelular de DA e outras 
monoaminas por vários mecanismos. Elas atuam aumentando a liberação de DA 
nos terminais sinápticos e bloqueando o transportador da DA inibindo a sua 
recaptação (Fleckenstein et al.,2007) 
 
1.3  BENZODIAZEPÍNICOS  
Benzodiazepínicos (BZDs) são psicofármacos que possuem uma estrutura 
química formada pela fusão de um anel de benzeno e um anel de diazepina. Eles 
têm como sítio principal de ação o SNC, porém seu mecanismo de ação não está 
completamente esclarecido, mas já se sabe que eles atuam no sistema gabaérgico. 
Eles são moduladores alostéricos positivos dos receptores do ácido gama-
aminobutírico tipo A (GABA A), ou seja, agem aumentando a afinidade do GABA por 
alguns subtipos de receptores A, resultando na inibição do neurônio pós sináptico 
devido ao aumento da freqüência de abertura do canal de cloreto e conseqüente 
entrada dos íons, levando a uma hiperpolarização da membrana, acarretando uma 
diminuição da atividade neuronal (Olsen e Betz, 2006).  
O GABA é o principal neurotransmissor inibitório do SNC, e  está associado 
com a cognição, memória e aprendizado, vigilância, controle da excitabilidade 
neuronal, controle dos ritmos circadianos e redução da ansiedade (Sieghart e Sperk, 
2002). As duas classes principais de receptores GABA são: GABA A (receptores 




compostos por diferentes subunidades e subtipos  (6α, 4β, 3γ, 1δ, 1ε, 1π, 3ρ, 1θ) 
(Sieghart e Sperk, 2002;  Mohler et al, 2001). 
O receptor de GABA A possui ligação específica para benzodiazepínicos, a  
subunidade α tem se mostrado diretamente relacionada à afinidade das drogas 
benzodiazepínicas ao receptor GABA A, enquanto que a subunidade γ parece estar 
diretamente relacionada à eficácia das drogas (Kralic et al., 2002). 
 Estudos têm revelado que receptores GABA A contendo  subunidade α1 são 
mediadores dos efeitos sedativos, de amnésia anterógrada e parcialmente aos 
efeitos anticonvulsivantes, do diazepam (McKernan et al., 2000). As propriedades 
gratificantes dos benzodiazepínicos têm sido mostradas para exigir o receptor GABA 
A contendo α1. Receptores GABA A contendo α2 mediam as ações ansiolíticas e os 
efeitos miorelaxantes (Low et al, 2000). Receptores GABA A contendo α3 e α5, 
também contribuem para as ações miorelaxantes enquanto receptores GABA A 
expressando subunidade α5 foram mostrados para modular os efeitos de memória 
espacial e temporal dos BZDs (Low et al, 2000). 
Os benzodiazepínicos são amplamente usados no tratamento da ansiedade 
aguda, transtorno de ansiedade generalizada, insônia, transtornos do estresse pós-
traumático, epilepsia, síndrome de abstinência ao álcool e em procedimentos de 
endoscopia (McKernan et al., 2000). 
 
                 





1.3.1  Drogas de abuso e benzodiazepínicos 
Estudos de microdiálise e voltametria cíclica de varredura rápida têm 
demonstrado que, enquanto drogas de abuso como a cocaína, anfetaminas e 
opióides aumentam direta ou indiretamente a concentração de dopamina no núcleo 
accumbens (Clark et al, 2010; Flagel et al, 2011; Willuhn et al., 2012),  os 
benzodiazepínicos fazem o contrário, reduzem essa liberação (Gomes-A et al., 
2017; Zetterstrom e Fillenz,1990; Yoshida et al, 1999).      
Um estudo recente do nosso grupo mostrou que o tratamento com diazepam  
bloqueia a liberação fásica dopamina no NAc de camundongos (Gomez-A et al., 
2017). Esse e outros estudos mostraram que o diazepam também reduz a liberação 
tônica de dopamina no NAc (Murai et al., 1994; Zetterstrom e Fillenz,1990; Finlay et 
al.,1992; Yoshida et al, 1999). O estudo de Gomez-A e colaboradores (2017) 
mostrou que o diazepam é capaz de bloquear o efeito da anfetamina em aumentar a 
liberação fásica de dopamina. Essa descoberta faz dos benzodiazepínicos 
candidatos para o tratamento do uso abusivo de psicoestimulantes, como mostrado 
em estudos com modelos animais de auto-administração de drogas  (Meririnne et al, 
1999; Straub et al, 2010) e também em humanos (Rush et al 2004) mostraram que o 
tratamento com diazepam e outros benzodiazepínicos reduziu o consumo de 
anfetaminas. Esses resultados sugerem que o efeito ansiolítico dos fármacos 
benzodiazepínicos poderia ter um componente dopaminérgico.  
1.3.2 Diazepam   
O diazepam (DZP) é um agonista benzodiazepínico, que potencializa o efeito 
inibitório do GABA, modulando a atividade dos receptores GABA-A por meio de sua 
ligação com seu sítio específico (receptor benzodiazepínico). Essa ligação altera a 
conformação desses receptores, aumentando a afinidade do GABA com seus 
próprios receptores e a frequência da abertura dos canais de cloreto, provocando 
hiperpolarização da célula. O resultado dessa hiperpolarização é um aumento da 
ação gabaérgica inibitória do sistema nervoso central (Cordioli et al, 2011).  
O diazepam tem efeito ansiolítico, sedativo, relaxante muscular, amnésico e 
anticonvulsivante e pode produzir dependência. Possui absorção rápida, sendo 




biotransformado por reações oxidativas, produzindo alguns metabólitos ativos, como 
o nordiazepam.  
 
1.4 VOCALIZAÇÕES ULTRASSÔNICAS (USV) 
Os ratos emitem vocalizações audíveis ao ouvido humano e ultrassônicas 
(não audíveis). A emissão de USV é um dos principais meios de comunicação 
utilizados pelos ratos (Brudzynski, 2007; Brudzynski, 2013; Schwarting et al., 2007).  
As gravações de USVs são amplamente usada em estudos pré-clínicos de 
afeto, motivação e comportamento social. A vocalização de ratos se apresenta de 
diferentes formas em diversos contextos e estão associadas a estados subjetivos 
e/ou emocionais (Brudzynski, 2015).  
Estudos demonstram que os ratos emitem vocalizações ultrassônicas (USVs) 
em resposta a estímulos que são capazes de produzir estados emocionais eufóricos 
(positivos) ou disfóricos (negativos).  
Já foram identificadas três tipos de USV em ratos, sendo classificadas de 
acordo com o seu pico de frequência em chamadas de "22-kHz",  "40-kHz" e "50 
KHz" (Portfors, 2007). As USVs de "22-kHz" são emitidas por ratos adultos em 
situações aversivas, em resposta à estímulos ameaçadores como por ex. choque e 
dor. As de "40-kHz" são emitidas por filhotes quando separados de sua mãe. E as de 
"50-KHz" são emitidas por ratos adultos em resposta, ou a antecipação de estímulos 
agradáveis como acasalamento ou "cócegas" por uma mão humana, brincadeiras, 
encontros sociais com congêneres e com drogas de abuso. A emissão de chamadas 
de ultra-som de 50 kHz em ratos é conhecida por estar associada a situações 
comportamentais apetitivas e interações sociais positivas (Burgdorf et al, 2008; 
Burgdorf et al, 2011). 
 As USVs de 50 kHz são caracterizadas por um pico de alta freqüência, 
geralmente de 35-80 kHz, e uma curta duração, geralmente de 10-150 ms 
(Brudzynski, 2013). Estudos farmacológicos tem demonstrado que a emissão de 
USVs de 50 kHz pode ser modulada por fármacos que possuem propriedades 
gratificantes e reforçadoras. O aumento da emissão de USVs de 50 kHz foi 
observado após a administração do psicoestimulante dopaminérgico anfetamina. 




podem influenciar a emissão de 50-KHz USVs em ratos (Mu et al.,2009; Simola et 
al., 2012; Sadananda et al., 2012; Simola et al., 2014; Simola et al., 2010;  Williams 
e Undieh, 2010).  
As USV de 50 kHz podem ser medidas em estudos preocupados com os 
efeitos motivacionais das drogas de abuso, e em combinação com outros estudos 
como paradigma de preferência condicionada de lugar (CPP) (Wright et al., 2012), e 
auto-administração de drogas (Barker, 2010; Barker, 2014; Maier et al., 2012). 
A classificação das USVs de 50 kHz são feitas de acordo com as freqüências 
de pico e a forma de cada vocalização. Elas podem ser divididas em simples e  
complexas ou frequência modulada (Fig.4). O tipo simples pode também ser 
chamado de flat, esta chamada é marcada quando as alterações de frequência de 
pico dentro de um único elemento de chamadas, é igual ou inferior a 5 kHz. As USV 
complexas ou de freqüência modulada são: “trill”, “step” e “mixted”. Trill: apresenta 
uma única vocalização, com um deslocamento de freqüência de pico maior que 5 
kHz ou com duas ou mais mudanças de freqüência de pico em direções opostas 
com pelo menos 5 kHz de distância ( ondulada ou em ziz zag). Step: apresenta uma 
chamada flat curta sobreposta  no início ou no final de outra USV flat normal, onde 
existe um pequeno intervalo entre elas, sendo necessário que uma dessas "steps" 
curtas tenha 5 kHz a mais do que a vocalização flat normal. Chamadas mistas: não 
se enquadram nas categorias anteriores de USV step e trill, , que consiste em uma 
mistura de pelo menos 2 tipos de chamadas (trill e flat ou step e flat) (Wendler et al., 
2016; Pereira et al., 2014). 
As vocalizações flat geralmente são associadas ao comportamento 
exploratório do animal, e, as complexas ao comportamento social dos animais (Wöhr 






















                        
Figura 4: Representação das categorias de vocalizações de 50 kHz 
 
Estados emocionais positivos estão associados com emissão de vocalizações 
de 50 kHz e podem ser induzida por situações comportamentais repetidas e 
gratificantes, bem como, direta ou indireta da ativação do núcleo accumbens por 
drogas dopaminérgicas, incluindo drogas de abuso. Emissões de vocalizações de 50 
kHz são mediadas por D1, D2 e parcialmente os receptores de dopamina do D3 
(Brudzynski, 2015). 
 
       
Figura 5: Representação do procedimento para a gravação e análise das USVs 
 
O procedimento para a gravação e análise quantitativa da USV foi descrito 
por Schwarting et al., (2007). As vocalizações são captadas por um microfone 
apropriado para para registros de ultrassons, o UltraSoundGate Condenser 
Microphone CM16 (Avisoft Bioacoustics, Berlin, Germany) conectado a um pré-
digitalizador e gravador de som Avisoft-RECORDER (Avisoft Bioacoustics, Berlin, 
Germany), que por sua vez é conectado a um computador portátil. As amostras são 




armazenadas no disco rígido do computador e analisadas utilizando o programa 
Avisoft SASLab Pro (Avisoft Bioacoustics, Berlin, Germany) – fig. 5 (Portifors, 2007; 
Sadananda et al. 2008; Wöhr et al. 2008). 
Através do teste de USV podemos avaliar parâmetros acústicos como: 
frequência dos picos, largura das bandas, frequência de modulação. E parâmetros 
não acústicos como: latência, duração média, nº total e tempo total das 
vocalizações. A obtenção dos valores de duração da vocalização e duração média 
da vocalização são obtidos de forma que cada vocalização produzida pelo animal é 
medida em segundos, seus valores são somados e depois é realizado uma média, 
esses valores expressam efetivamente o tempo em que o animal vocalizou. Para os 
valores de freqüência máxima e freqüência mínima é gerado um espectrograma, e a 











Figura 6: Representação dos parâmetros de uma vocalização de frequência 














1.5 CAIXA DE MOVIMENTAÇÃO  
O teste do campo aberto (open field) é realizado em uma arena circular ou 
quadrada cercada por paredes de forma que o animal não possa fugir. O assoalho é 
marcado com pequenos quadrados, o que permite a quantificação da atividade 
locomotora do animal. Esse teste foi desenvolvido por Hall (1934), sugerindo a 
atividade motora do animal no campo aberto como indicadora de seu estado 
emocional. O teste de campo aberto é empregado para avaliar a atividade 
exploratória dos animais, sendo que segundo Sielgel (1946) este teste permite uma 
avaliação da atividade estimulante ou depressora de um dado composto, podendo 
ainda indicar atividades mais específicas como ação ansiolítica (Masur; Martz; 
Carlini, 1971). 
O procedimento consiste em confrontar o animal com a novidade do ambiente 
e observar comportamentos como locomoção (número de linhas cruzadas no chão 
da arena pelo animal), freqüência de rearings, tempo de autolimpeza (grooming), 
defecação, tempo gasto para deixar a área central.  
A baixa atividade locomotora é indicador de ansiedade do animal. Pode-se 
também utilizar a atividade locomotora do animal no centro do campo aberto como 
medida mais seletiva de ansiedade, enquanto a atividade locomotora na periferia do 
aparato como um indicador da atividade locomotora do animal. O efeito de drogas 
ansiolíticas tem sido amplamente demonstrado nesse modelo. 
O animal é colocado na porção central do aparelho e deixado explorar 
livremente durante 5 minutos, onde são contados o número total de cruzamentos 
durante esse período. 
 
A) Ratos                                                   B) Camundongos 
            




1.6 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO  
O labirinto em cruz elevado (LCE), também chamado de elevated plus maze, 
é um modelos animal de ansiedade bastante utilizado para o estudo experimental de 
drogas ansiolíticas (Ramos, 2008). Desenvolvido por Handley e Mithani (1984) e 
posteriormente validado para estudos farmacológicos, fisiológicos e 
comportamentais por Pellow et al.(1985). Esse modelo é baseado no conflito entre a 
tendência natural de roedores de explorar ambientes novos e a aversão que ratos 
apresentam a altura e espaços abertos (Lister,1990; Rodgers e Cole, 1994; 
Fernandes e File, 1996; Treit et al, 1993; Pellow et al., 1985).  
 Tem sido muito usado na compreensão das bases biológicas relacionadas ao 
aprendizado e memória emocional, dor, hormônios, vício e retirada, bem como no 
estudo da definição de áreas cerebrais relacionadas à ansiedade e medo (Carobrez 
e Bertoglio, 2005).  
O LCE é um aparato elevado do chão, constituído de duas passarelas em 
forma de uma cruz simétrica, apresenta dois braços opostos fechados por paredes 
laterais, e outros dois braços opostos abertos. Quando o animal é exposto pela 
primeira vez ao LCE, acredita-se que uma situação de conflito é instalada, entre 
explorar o ambiente e proteger-se de perigos potenciais.  
O modelo foi validado para camundongos por Lister (1987) mostrando ser útil 
como teste para investigar agentes ansiolíticos e ansiogênicos. Animais tratados 
com drogas ansiolíticas tendem a aumentar a porcentagem de tempo nos braços 
abertos e a taxa de entradas nos braços abertos (Griebel et al, 2000; Rosa et al, 
2000; Holmes e Rodgers, 1999; Hogg, 1996; Dawson e Tricklebank, 1995; Rodgers 
e Cole, 1994; Handley e Mcblane, 1993; Lister, 1987; Pellow e File, 1986; Handley e 
Mithani, 1984).  
O modelo mais usado atualmente é o descrito por Pellow e colaboradores 
(1985), em que o tempo de observação é de cinco minutos.  
É considerado um teste rápido, simples e econômico, não necessita de 
procedimentos de treinamento dos animais, nem de privação de água, alimentos ou 
de estímulos nocivos (Pellow et al, 1985; Carobrez e Bertoglio, 2005).  
O número total de entradas e o número de entradas nos braços fechados são 
empregados como índice de atividade locomotora (Lapin, 1993; Dawson, 1995; 




braços abertos são considerados  como uma medida de efeito ansiolítico (Lister, 
1987; Pellow et al. 1985). O critério para se caracterizar entrada ou saída dos 
braços, na maioria dos estudos, é definido como a colocação das quatro patas nos 
braços ou no quadrado central (Rodgers e Cole, 1994).  
No teste do labirinto em cruz elevado o tratamento com diazepam em 
animais, acarreta um aumento da porcentagem de tempo e de entradas nos braços 
abertos, sem alterar a atividade locomotora (Dalvi e Rodgers,1996; Treit, Menard e 
Royan, 1993; Pellow et al, 1985; Handley e Mithani, 1984). 
 
 
                     
 Figura 8 – Labirinto em cruz elevado 
 
1.7 TESTE DE ESCONDER ESFERAS  
O teste de esconder esferas (marble burying test) é um modelo animal de 
ansiedade, validado para camundongos por Broekkamp e colaboradores (1986). 
Nesse teste, são observadas possíveis alterações comportamentais de drogas que 
possam promover um perfil ansiogênico ou ansiolítico. Isto é determinado pelo 
aumento ou diminuição do comportamento do animal em esconder esferas de vidro 
(“bolas de gude”) que são distribuídas, ao acaso, na superfície de uma caixa coberta 
com cepilho. O aumento de esferas recobertas é apontado como indicativo de 
“ansiedade” (Treit et al., 1981; Broekkamp et al., 1986), pois supõe-se que um 
agente estranho possa significar uma ameaça ao animal (Nogueira, 1997). A 
administração de droga ansiolítica reduz esse comportamento de esconder as 





           
Figura 9: Teste de esconder esferas  
 
2 OBJETIVOS  
2.1 OBJETIVO GERAL 
O objetivo deste trabalho foi estudar em modelos animais se o diazepam é 
capaz de bloquear os efeitos gratificantes e psicoestimulantes da anfetamina. 
Estudar também se os efeitos ansiolíticos do diazepam são alterados pela co-
administração de anfetamina.  
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
Como modelo dos efeitos gratificantes estudamos o efeito dessas drogas 
sobre a emissão de vocalizações ultrasônicas (USV) na faixa de 50 kHz (Natusch e 
Schwarting, 2010; Pereira et al, 2014; Wöhr et al., 2008).  
Como modelo de efeito psicoestimulantes medimos a atividade locomotora 
dos animais em um campo aberto (Sielgel, 1946) e no teste do labirinto em cruz 
elevado (LCE).  
Como modelo de efeito ansiolítico, utilizamos  teste do  labirinto em cruz 





Os resultados deste estudo são importantes para auxiliar uma melhor 
compreensão do papel da dopamina na interação entre ansiolíticos e 
benzodiazepínicos. 
 
3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 ANIMAIS   
Foram utilizados 90 ratos Wistar machos adultos (220–330 g) e 40 camundongos 
Swiss machos adultos (30–40 g) provenientes do biotério do Setor de Ciências 
Biológicas da UFPR. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno de 41 x 
34 x 16 cm , com assoalho coberto por serragem em condições controladas de 
temperatura (21± 2ºC) com ciclo claro-escuro de 12 h (luzes ligadas às 7:00 h e 
desligadas às 19:00 h), com comida e água à vontade. Em cada caixa foram 
mantidos até 5 ratos ou até 8 camundongos. Os teste comportamentais foram 
realizados entre às 13h e 18h; sempre após uma hora de habituação na sala teste. 
Os mesmos animais foram utilizados para os diferentes testes comportamentais. No 
entanto, os dados de 4 ratos no teste do labirinto em cruz elevado e de 1 rato no 
teste de vocalização ultrasônica  foram excluídos devido a problemas técnicos com a 
gravação.  Além disso, no teste do labirinto em cruz elevado dados de outros 6 ratos 
e 4 camundongos foram excluídos porque eles caíram dos braços abertos. O 
número de animais por grupo está impresso nas legendas das figuras. Todos os 
procedimentos foram realizados em conformidade com a legislação brasileira e com 
os Diretrizes para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório, Lei nº 11.794, de 8 
de outubro de 2008 (Lei Arouca). Todos os procedimentos foram aprovados pela 
Comissão de Ética para o Uso de Animais do Setor de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Paraná (CEUA/BIO – UFPR) com número de protocolo 
1004. Todos os cuidados para minimizar o sofrimento e reduzir o número de animais 






3.2 TRATAMENTOS FARMACOLÓGICOS 
Os ratos foram aleatoriamente designados para os seguintes grupos: 
SAL/SAL; SAL/ANF; SAL/DZP; SAL/HALO; DZP/ANF; HALO/ANF. Os camundongos 
foram escolhidos aleatoriamente para os seguintes grupos: SAL/SAL; SAL/ANF; 
SAL/DZP; DZP/ANF. Todas as drogas foram diluídas em 0.9% NaCl salina (SAL) e 
injetadas i.p. 30 min antes do teste nas seguintes doses: ANF, 3 mg/kg anfetamina; 
DZP, 2 mg/kg diazepam; HALO, 0.2 mg/kg haloperidol. Todas as drogas utilizadas 
foram fabricadas pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).  
 
3.3 VOCALIZAÇÕES ULTRASSÔNICAS  
Após um período de adaptação dos ratos no biotério de no mínimo 7 dias, 
eles foram testados para USV. No primeiro dia foi realizado um basal das USVs. No 
dia seguinte eles receberam o tratamento com as drogas de acordo com os grupos 
acima citados e foram testados após 30 min. As USVs foram gravadas por 5 min. 
Cada rato foi colocado em uma caixa de acrílico (40 x 40 x 40 cm) com o chão 
coberto com cepilho. Um microfone para USV foi colocado no centro da caixa, 45 cm 
acima do piso da caixa (UltraSoundGate Condenser Microphone, CM16; Avisoft 
Bioacoustics, Berlin, Germany). As USV foram gravadas com software Avisoft 
Recorder 2.7 (Natusch e Schwarting, 2010; Pereira et al, 2014; Wöhr et al., 2008). 
As características acústicas USV foram analisadas através do software SAS Lab Pro 
(Avisoft Bioacoustics) e o número de USV de 50-kHz foram contadas manualmente 
a partir da espectrogramas. Se duas USVs estavam separadas por pelo menos 
0,048s, elas foram computadas como duas USVs independentes. Todas as USVs 
emitidas acima de 33 kHz foram consideradas como USV de 50 kHz (Pereira et al, 
2014; Wöhr et al., 2015). As USVs de camundongos não foram gravadas.  
3.4 ATIVIDADE LOCOMOTORA  
As USVs e o comportamento exploratório dos ratos foram gravados 
simultaneamente. Para análise da atividade locomotora a imagem da caixa de 
acrílico (40 x 40 x 40 cm), foi dividida em 9 quadrantes e foi registrado o número de 




5 minutos. Os camundongos foram testados em uma caixa (40 cm × 20 cm × 26 cm) 
equipada com três fotocélulas as quais contava o número de quadrantes percorridos 
automaticamente também por um período de 5 minutos (Camarini et al., 1995).  
 
3.5 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 
Os animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado 
imediatamente após os testes de USV e campo aberto. O aparelho para os ratos 
consistia de dois braços abertos perpendiculares (55 × 10 cm) e dois braços 
fechados perpendiculares (55 × 10 cm × 40 cm) (Handley e Mithani,1984). Os 
camundongos  foram testados em um labirinto com braços abertos de  30 cm × 5 cm 
e braços fechados de 30 cm × 5 cm × 25 cm Lister (1987). Os braços abertos eram 
cercados por um aro de madeira (0,5 cm de altura) para minimizar as quedas 
(Pellow et al, 1985). Os aparelhos eram feitos de madeira e ficavam 45 cm acima do 
chão. O animal era colocado no centro do labirinto e era filmado por 5 min por uma 
câmara de vídeo. Foram computadas o número de entradas com as 4 patas  e o 
tempo de permanência nos braços abertos e fechados. O número total de entradas e 
o número de entradas nos braços fechados foram considerado como um índice de 
atividade locomotora (Lapin, 1993; Dawson, 1995; Rodgers e Dalvi, 1997). A 
porcentagem de tempo e a porcentagem de entradas nos braços abertos foram 
considerados  como uma medida de efeito ansiolítico (Lister, 1987). 
 
3.6 TESTE DE ESCONDER ESFERAS 
Os camundongos foram submetidos ao teste de esconder esferas 
imediatamente após teste do labirinto em cruz elevado. Os ratos não passaram por 
este teste. O camundongo foi colocado em uma caixa de acrílico igual à caixa 
moradia e foi filmado por 20 min. O fundo da caixa foi coberto com cepilho e esferas 
de vidro (bolinhas de gude) medindo aproximadamente 1,3 cm de diâmetro foram 
organizadas em quatro fileiras de seis, totalizando 24 bolinhas de gude. Após 20 
minutos o animal foi retirado da caixa e foi contado o número de bolas de gude 
enterradas. Considerou-se que uma bola estava enterrada quando pelo menos 2/3 




3.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Os dados apresentaram uma distribuição normal (teste D'Agostino-Pearson). 
Eles foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman-Keuls. 
E os dados dos testes de ansiedade foram analisados por ANCOVA, usando como 
co-variante a atividade locomotora. Os valores foram expressos como média ± erro 
padrão da média (SEM). Diferenças entre os grupos foram consideradas 
significantes quando p < 0.05. Os dados foram analisados com o programa 




4.1 VOCALIZAÇÕES ULTRASSÔNICAS 
O diazepam e o haloperidol bloquearam o aumento das USVs de 50 kHz 
induzidas por anfetaminas. A ANOVA dos dados da Fig.10A mostrou que antes da 
administração das drogas não houve diferença significante entre os grupos [F(5, 67) 
=  1.22  P= 0,31]. A ANOVA dos dados Fig. 10B mostrou um efeito significante do 
tratamento [F(5, 67) =  25,74  P < 0,001]. O teste post-hoc de Newman-Keuls 
mostrou que a administração de anfetamina causou um aumento significante no 
número de USV quando comparado com os demais grupos. A administração de 
diazepam 2 mg/kg e de haloperidol 0,2 mg/kg não ocasionou alterações significantes 
no números de USVs. Porém, tanto o diazepam quanto o haloperidol bloquearam o 














A) ANTES DO TRATAMENTO COM AS DROGAS            B) APÓS O TRATAMENTO COM AS DROGAS 
                                  (BASELINE) 
                    
Figura 10: O diazepam bloqueou o aumento de USV de 50 kHz em ratos induzida por anfetamina. 
SAL, solução salina; AMP, 3 mg / kg de anfetamina, DZP, 2 mg / kg de diazepam, HALO, 0,2 mg / kg 
de haloperidol. Os fármacos foram administrados i.p. 30 minutos antes do teste. Os dados 
representam a média ± SEM. * P <0,05 em comparação com o grupo SAL / SAL; # P <0,05 em 
comparação com o grupo SAL / ANF; ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. O número de 
ratos por grupo está indicado entre parênteses. 
 
Os valores médios dos outros parâmetros de USV estão apresentados na 
Tabela 1. Independente do tratamento farmacológico, todos os ratos apresentaram 
USVs na faixa de 50 KHz. As ANOVAS dos dados de largura da banda [F(5,49) = 
0,37, P = 0,86)] e frequência de modulação da banda [F(5,49) = 0,43, P = 0,82)] 
mostraram que não houve nenhuma diferença significante entre os grupos. As 
ANOVAs dos dados da Tabela 1 mostraram efeitos significantes do tratamento para 
os dados de latência [F(5,67) = 4,90, P < 0,001)],  duração média das vocalizações  
[F(5,67) =6,73, P < 0,001)] e tempo total das vocalizações [F(5,67) =23,43, P < 
0,001)]. O teste post-hoc de Newman-Keuls mostrou que, comparado aos demais 
grupos, os animais tratados com DZP/ANF demoraram um tempo significantemente 
maior para apresentar a primeira vocalização. Essa mesma análise também mostrou 
que o tratamento com ANF causou um aumento significante na duração média e no 
tempo total das vocalizações quando comparada ao grupo SAL/SAL. Esses dois 
efeitos da ANF foram bloqueados pelo DZP. O HALO bloqueou o efeito da ANF 
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17±3 27±2* 10±3# 12±3#     13±3# 21±2+ 
       
Frequência 
pico (kHz) 52,1±4,1 58,5±1,4 58,5±1,9 49,2±6,7     52,6±6,8 59,6±2,0 
       
Largura da 
banda(kHz) 18,4±4,1 16,3±2,6 21,0±4,5 19,6±5,8    15,5±4,8 13,7±4,1 
       
Frequência 
modulação    
(kHz) 42,7±6,3 45,2±2,0 44,1±3,6 40,6±6,1 47,4±3,7 48,0±2,6 
 
      
Tempo 
total (s) 
0,41±0,25 4,00±0,64* 0,11±0,06# 0,27±0,15# 0,30±0,11# 0,35±0,10# 
       
SAL, solução salina; ANF, 3 mg / kg de anfetamina, DZP, 2 mg / kg de diazepam, HALO, 0,2 mg / kg 
de haloperidol. Os fármacos foram administrados i.p. 30 minutos antes do teste. Os dados 
representam a média ± SEM. * P <0,05 em comparação com o grupo SAL / SAL; # P <0,05 em 
comparação com o grupo SAL / ANF; + P <0,05 em comparação com o grupo SAL / DZP;  $ P <0,05 
em comparação com o grupo SAL / HALO; ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. O número de 
ratos por grupo está indicado entre parênteses. 
 
Os efeitos dos tratamentos das drogas sobre os números de diferentes tipos 
de USV são mostrados na Fig.11. Uma ANOVA de uma via mostrou um efeito 
significante no número de chamados do tipo flat [F(5, 67) =  15,67 P < 0,001] e do 
tipo trill [F(5, 67) =  5,91 P = 0,001]. Os animais não apresentaram chamadas do tipo 
mixta e apresentaram um número pequeno de vocalizações do tipo step. Nas 
chamadas do tipo step não foram observadas diferenças significantes entre os 
tratamentos [F(5, 67) =  1,84 P = 0,12]. Testes de post-hoc revelaram que a 
anfetamina aumentou o número de vocalizações dos tipos flat e trill e que esse efeito 
foi bloqueado pelo diazepam e pelo haloperidol. Esses mesmos dados são 
apresentados como percentuais de vocalização em gráficos de pizza da Figura 11. 
Uma ANOVA de duas vias desses dados mostrou uma diferença significante entre 
os percentuais dos 3 tipos de USVs (F(2,141) = 556, P < 0,001). Porém, não foram 




na interação entre os fatores tipo de USV X tratamento [F(10,141) = 0,31, P = 0,98]. 
Testes pos-hoc mostraram que o percentual das USVs do tipo flat foram 
significantemente mais frequentes que as USVs  dos tipos trill e step (P < 0,001) em 
todos grupos. Não foram detectadas diferenças significantes entre as USVs dos 








Figura 11. Histograma dos tipos de vocalizações de 50 kHz. As barras expressam as médias ± SEM 
números de USVs dos tipos flat, trill e step e os gráficos de pizza expressam a porcentagem média 
dessas USVs. Exemplos representativos dos tipos de chamada USVsão mostrados na coluna central. 
SAL, solução salina; ANF, 3 mg / kg de anfetamina, DZP, 2 mg / kg  de diazepam, HALO, 0,2 mg / kg 
de haloperidol. Os fármacos foram administrados i.p. 30 minutos antes do teste. Os dados 
representam a média ± SEM. * P <0,05 em comparação com o grupo SAL / SAL; # P <0,05 em 
comparação com o grupo SAL / ANF; ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. O número de 















4.2 ATIVIDADE LOCOMOTORA  
Os efeitos dos tratamentos com drogas na atividade locomotora no campo 
aberto e labirinto em cruz elevado analisados em ratos e camundongos são 
mostrados na Fig.12. O número total de entradas (braços abertos + fechados) e o 
número de entradas nos braços fechados foram avaliados como escores de 
atividade locomotora no teste do labirinto em cruz. Uma ANOVA de uma via mostrou 
efeitos significantes para o número  de cruzamentos no teste de campo aberto tanto 
em ratos [Fig. 12A, F(5, 84) = 37,75, P < 0,001] como em camundongos [Fig. 12B, 
F(3, 28) = 10,78,   P < 0,001]. Além disso, uma ANOVA de uma via dos scores da 
atividade locomotora durante o teste do labirinto em cruz elevado, mostrou efeitos 
significantes para o número de entradas nos braços abertos + fechados em ratos 
[F(5, 74) = 27,14  P < 0,001] e camundongos [F(3, 37) = 5,719 P < 0,01] e para o 
número de entradas nos braços fechados em ratos [F(5, 74) = 10,75 P < 0,001] e 
camundongos [tratamento F(3, 37) = 8,57 P < 0,001]. Testes pos-hoc mostraram que 
em ambas espécies o tratamento com anfetamina, mas não o tratamento com 
diazepam, causou um aumento significante no número de cruzamentos no teste do 
campo aberto. Além disso, os testes pos-hoc dos dados do labirinto em cruz elevado 
mostraram que o tratamento com diazepam não alterou o número de entradas nos 
braços fechados em ambas as espécies. Este aumento da atividade locomotora 
causada pelo tratamento com anfetamina não foi bloqueado pelo diazepam. O 
haloperidol foi usado como controle positivo e bloqueou o efeito da anfetamina 
quando testado em ratos. Testes post-hoc também mostraram que durante o teste 
no labirinto em cruz elevado, anfetamina e diazepam causaram um aumento 
significante no número de entradas totais (braços fechados + abertos).  
O tratamento com anfetamina, mas não com o diazepam, causou um 
aumento significante no número de entradas nos braços fechados em ratos e 
camundongos. Além disso, o haloperidol causou uma diminuição significante no 
número de entradas nos braços fechados e bloqueou o efeito da anfetamina em 




































Figura 12. O diazepam não bloqueou o aumento da atividade locomotora induzida pela anfetamina. 
Os escores de atividade locomotora foram medidos em ratos (A) e camundongos (B) no campo 
aberto e no labirinto em cruz elevado. As barras representam a média ± SEM. SAL, solução salina; 
AMP, 3 mg / kg de anfetamina, DZP, 2 mg / kg de diazepam, HALO, 0,2 mg / kg de haloperidol. Os 
fármacos foram administrados i.p. 30 minutos antes do teste. * P <0,05 em comparação com o grupo 
SAL / SAL; # P <0,05 em comparação com o grupo SAL / ANF; + P <0,05 em comparação com o 
grupo SAL / DZP;  $ P <0,05 em comparação com o grupo SAL / HALO. ANOVA seguida do teste de 
Newman-Keuls. O número de animais por grupo está indicado entre parênteses. 
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4.3 ESCORES DE ANSIEDADE NO TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO  
 Os resultados estão ilustrados na Figura 13. Para descontar um possível 
efeito da atividade locomotora sobre a análise dos escores de comportamento tipo-
ansiolítico, fizemos uma ANCOVA tendo o número total de entradas (braços abertos 
+ braços fechados) como fator de covariância. Essa análise mostrou uma tendência 
ou um efeito significante da covariável “número total de entradas” nas análises da:  
porcentagem de entradas nos braços abertos [ratos, F(1,73) = 3,46; P = 0,07; 
camundongos F(1,36) = 4,30, p < 0,05]; porcentagem de tempo nos braços abertos 
[ratos, F(1,73) = 4,43, p < 0,05; camundongos, F(1,36) = 7,60, p < 0,01]; 
porcentagem de tempo nos braços fechados [ratos, F(1,73) = 4,43, P < 0,05], 
camundongos F(1,36) = 7,60, P < 0,01]. A ANCOVA também mostrou efeitos 
significantes para o fator tratamento para a: porcentagem de entradas nos braços 
abertos [ratos, F(5,73) = 9,06; P < 0,001; camundongos F(3,36) = 8,45, p < 0,001]; 
porcentagem de tempo nos braços abertos [ratos, F(5,73) = 4,59, p < 0,001; 
camundongos, F(3,36) = 13,28, p < 0,001]; porcentagem de tempo nos braços 
fechados [ratos, F(5,73) = 4,59, P < 0,001], camundongos F(3,36) = 13,28, P < 
0,001]. Testes post-hoc mostraram que o tratamento com diazepam causou um 
efeito ansiolítico tanto em ratos como em camundongos: aumentou de forma 
significante a porcentagem de tempo e o número de entradas nos braços abertos e 
diminuiu de forma significante a porcentagem de tempo nos braços fechados. O 
tratamento com anfetamina causou um aumento significante na porcentagem de 
tempo nos braços abertos nos ratos, mas não nos camundongos. Porém, o 
tratamento com anfetamina não alterou nenhum dos demais escores do teste do 
labirinto em cruz elevado, tanto em ratos como em camundongos.  Em 
camundongos, a anfetamina também reverteu todos efeitos do diazepam sobre os 
comportamentos do “tipo ansiolítico” (aumento das entradas e do tempo de 
exploração nos braços abertos e redução das entradas nos braços fechados). 
Porém, esse efeito da anfetamina não foi observado em ratos. O tratamento de ratos 
com  aloperidol não alterou nen um dos escores dos comportamento do “tipo 



































Figura 13. Efeito da anfetamina sobre o efeito ansiolítico do diazepam. Barras representam média ± 
SEM do score de comportamentos tipo ansiolíticos em ratos (A) e camundongos(B) no teste do 
labirinto em cruz elevado. SAL, solução salina; AMP, 3 mg / kg de anfetamina, DZP, 2 mg / kg de 
diazepam, HALO, 0,2 mg / kg de haloperidol. Os fármacos foram administrados i.p. 30 minutos antes 
do teste. * P <0,05 em comparação com o grupo SAL / SAL; # P <0,05 em comparação com o grupo 
SAL / ANF; + P <0,05 em comparação com o grupo SAL / DZP;  $ P <0,05 em comparação com o 
grupo SAL / HALO. ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls. O número de animais por grupo está 
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4.4 ESCORES DE ANSIEDADE NO TESTE DE ESCONDER ESFERAS 
 Os dados do teste de esconder esfera foram analisados por ANCOVA tendo o 
número de cruzamentos no teste do campo aberto como covariável. Não foi 
detectado efeito significante da covariável [F(1,27) = 3,23, p = 0,08]; o fator 
tratamento foi significante [F(3,27) = 8,98, p < 0,001]. Os testes post-hoc mostraram 
reduções significantes nos números de esferas escondidas pelos camundongos 
tratados tanto com anfetamina como com diazepam.  
 
 
              






















































Figura: 14 -  Efeitos do diazepam e anfetamina no teste de esconder esferas. SAL, solução salina; 
AMP, 3 mg / kg de anfetamina, DZP, 2 mg / kg de diazepam. Os fármacos foram administrados i.p. 30 
minutos antes do teste. O número de camundongos por grupo está indicado entre parênteses. Os 
dados representam a média ± SEM. * P <0,05 em comparação com o grupo SAL / SAL. ANCOVA 













Até onde sabemos, esse é o primeiro estudo que mostra que o tratamento 
com diazepam foi capaz de bloquear o aumento no número de USVs de 50 KHz em 
ratos tratados com anfetamina. Estudos anteriores mostraram uma redução de USVs 
de 50 kHz espontâneas (não induzidas por drogas) após a administração de 
diazepam e outros benzodiazepínicos como clordiazepóxido, alprazolam, zolpidem e 
oxazepam, sendo esse efeito revertido pelo flumazenil, um antagonista do receptor 
benzodiazepínico (Olivier et al., 1998; Rowlett et al., 2001; Hodgson et al., 2008; 
Schwarting e Wöhr, 2012). No presente trabalho não observamos alteração na 
duração das vocalizações nos ratos tratados com diazepam, mas ele reverteu o 
aumento na duração média e no tempo total das vocalizações causado pela 
anfetamina. Além disso, observamos que os animais tratados de forma concomitante 
com diazepam e anfetamina demoraram em média 45 segundos a mais que os 
animais dos outros grupos para iniciar as vocalizações.  
Baseados em estudos anteriores (Ahrens et al, 2013; Wright et al, 
2013; Pereira et al, 2014; Natusch e Schwarting, 2010) podemos hipotetizar que o 
diazepam atenuou as USVs induzidas por anfetamina porque ele é capaz de 
bloquear o efeito gratificante das drogas de abuso. Um aumento dessas  USVs foi 
observado após a administração sistêmica de psicoestimulantes dopaminérgicos 
como a anfetamina (Ahrens et al, 2013; Wright et al, 2013; Pereira et al, 2014; 
Natusch e Schwarting, 2010) e a cocaína (Barker et al, 2010; Wintink e Brudzynski, 
2001; Burgdorf et al., 2001; Mu et all, 2009; Williams e Undieh, 2010). Um aumento 
no número de USVs de 50 kHz durante a auto-administração de anfetamina (Barker 
et al., 2014) e de cocaína (Maier et al., 2012) foi também observado em outros 
estudos. Ratos também emitem USVs de 50 kHz (USV) em situações apetitivas, em 
resposta a estímulos prazerosos como acasalamento, brincadeiras, "cócegas" por 
uma mão humana e encontros sociais com congêneres (Rippberger et al., 2015; 
Brudzynski, 2013; Burgdorf et al., 2008). Esses achados sugerem que as USVs de 
50 kHz podem ser usadas como uma medida dos efeitos motivacionais das drogas 
de abuso.  
Foi sugerido que, além do número de vocalizações, suas características 
acústicas (freqüência e largura das bandas) codificam seu significado afetivo 




frequência de pico e na largura das bandas de USVs após o tratamento com 
anfetamina, diazepam ou haloperidol. Observamos, entretanto, um aumento nas 
USV do tipo flat e trill, sendo esse efeito bloqueado tanto pelo diazepam como pelo 
haloperidol. Estudos anteriores mostraram que o tratamento com anfetamina 
aumenta as vocalizações do tipo flat e trill (Simola et al., 2012; Wright et al.,2010; 
Ahrens et al, 2009).  Existem evidências de que as vocalizações do tipo trill estão 
correlacionadas com estados emocionais apetitivos (Simola et al., 2012). Um estudo 
de Burgdorf e colaboradores (2008) mostrou uma correlação positiva entre as USV 
do tipo trill e step e a valência apetitiva de situações de acasalamento, brincadeiras, 
cócegas, pareamento com um co-específico e agressão. Porém, outros estudos 
mostraram uma diminuição ou nenhuma alteração no número de vocalizações do 
tipo trill após a administração de anfetamina, metanfetamina ou morfina em ratos 
(Simola et al., 2014; Wright et al., 2012; Mahler et all, 2013). Há um maior consenso 
em estabelecer que as USVs do tipo flat não estão relacionadas a estados 
emocionais positivos induzidos em situações comportamentais (Burgdorf et al. 2008) 
e essas USVs são reduzidas por drogas de abuso como o MDMA, a nicotina e a 
cafeína (Mu et all, 2009; Simola et al., 2012; Sadananda et al., 2012; Simola et al., 
2010; Simola et al., 2014; Williams e Undieh, 2010).  
Coerente com a hipótese de que USVs de 50 kHz estão relacionadas a um 
estado emocional com valência positiva, Wright et al. (2010) mostrou um aumento 
no número de USV em ratos quando eles foram testados em um ambiente 
previamente pareado com anfetamina, na tarefa de condicionamento de preferência 
de lugar. A tarefa do condicionamento de preferência de lugar tem sido amplamente 
utilizado como uma ferramenta para estudar os mecanismos dos efeitos 
reforçadores das drogas de abuso (Leri e Franklin , 2000; Galaj et al., 2014). Vários 
estudos mostraram que  a preferência condicionada e a aversão condicionada por 
um lugar pareado com anfetamina, cocaína, morfina ou heroína foram bloqueadas 
pela co-administração de antagonistas dopaminérgicos com maior afinidade pelos 
receptores D2, tais como o haloperidol e a metoclopramida (Schwartz e 
Marchok,1974; Spyraki et al.,1982; Spyraki et al.,1983; Mithani et al.,1986; Spyraki et 
al.,1987; Hoffman e Beninger,1989). Coerente com a hipótese de que as 
benzodiazepinas bloqueiam o efeito reforçador de drogas de abuso, Leri e Franklin 
(2000)  demonstraram que a administração sistêmica de diazepam bloqueou a 




anfetamina e do agonista do receptor kappa U50-488, mas não bloqueou a 
preferência condicionada de lugar CPP induzida por morfina. Outro estudo mostrou 
que o pré-tratamento com diazepam preveniu a preferência de lugar induzida por 
cocaína e anfetamina (Meririnne et al.,1999). 
No presente estudo observamos que, além do diazepam, a administração de 
haloperidol, um antagonista dopaminérgicos que atua principalmente em receptores 
D2 (Rippberger et al., 2015), também bloqueou o aumento das USVs induzidas por 
anfetamina.  Isso sugere que o bloqueio das USV induzidas por anfetamina pelo 
diazepam decorrem de ação dessa droga no sistema dopaminérgico mesolímbico de 
recompensa. Outros estudos mostraram também uma redução no número e 
alterações qualitativas das USVs em ratos tratados com haloperidol (Rippberger et 
al., 2015; Ciucci et al., 2007; Wright et al.,2013) e em ratos com depleção unilateral 
de dopamina estriatal (Ciucci et al., 2007). A administração sistêmica com outros 
antagonistas dos receptores D1 e D2, tais como SCH 23390 e SCH 39166, 
clozapina, risperidona, raclopride, eticlopride, pimozida, lítio e tamoxifeno também 
bloqueiam o aumento das USVs induzido por anfetamina (Brudzynski, 2015; 
Wendler et al.,2016; Pereira et al., 2014). Além disso, a microinjeção de anfetamina 
no NAc de roedores apresenta um efeito reforçador e também evoca USV de 50 Hz 
em ratos (Burgdorf et al., 2001;Thompson et al., 2006; Natusch e Schwarting, 2010). 
Nossos resultados estão coerentes com trabalhos anteriores, os quais, a 
administração intra-NAc de antagonistas D1 e D2  também suprimiu as USVs 
induzidas por anfetamina (Rippberger et al., 2015; Barker et al., 2015). 
A liberação de dopamina no núcleo accumbens é um dos principais 
mecanismos dos efeitos reforçadores da maioria das drogas de abuso (Wise e 
Rompre,1989). A maioria das drogas de abuso causam um aumento na liberação de 
dopamina no NAc (Imperato e Di Chiara 1986). Os níveis de dopamina no núcleo 
accumbens de ratos aumentam quando eles são colocados em um ambiente 
previamente pareado com drogas de abuso como anfetamina e cocaína 
(Meririnne,1999; Mithani et al., 1986).  
A anfetamina promove um aumento na concentração extracelular de 
dopamina e outras monoaminas por vários mecanismos. Ela atua bloqueando o 
transportador da dopamina (DAT), o transportador da noradrenalina (NET) e, em 
menor nível, ela também bloqueia o transportador da serotonina (SERT). A 




eles são transportados por essas proteínas. Após ser transportada  para dentro do 
terminal pré-sináptico a anfetamina inibe o transportador de monoaminas vesicular 
do tipo 2 (VMAT2) e promove a liberação das monoaminas para a fenda sináptica 
(Robertson et al., 2009). Estudos de microdiálise e voltametria cíclica de varredura 
rápida têm demonstrado que, enquanto drogas de abuso como a cocaína, 
anfetaminas e opióides aumentam liberação de dopamina no NAc, (Clark et al, 
2010; Flagel et al, 2011; Willuhn et al., 2012; Koob e Volkow, 2010), os 
benzodiazepínicos  fazem o contrário, diminuem essa concentração (Gomes-A et al., 
2017; Murai et al., 1994; Zetterstrom e Fillenz,1990; Finlay et al.,1992; Yoshida et al, 
1999). Em um estudo recente onde medimos a liberação de dopamina por 
voltametria cíclica e por microdiálise in vivo, mostramos que a administração 
sistêmica de diazepam bloqueia o efeito da anfetamina sobre a liberação de 
dopamina no NAc de roedores (Gomez-A et al., 2017). O presente estudo sugere 
que, ao bloquear liberação de dopamina no NAc induzida pela anfetamina, o 
diazepam bloqueia o seu efeito reforçador. Isso faz dos benzodiazepínicos 
candidatos em potencial para o tratamento do uso abusivo de  psicoestimulantes e  
outras drogas de abuso. 
As drogas de abuso da classe dos psicoestimulantes, como as anfetaminas 
(Gould et al., 2007), a cocaína (Johanson e Fischman, 1989) e a nicotina (Robinson 
e Becker, 1986) promovem um aumento da atividade locomotora em roedores. Com 
o objetivo de avaliar se, além de antagonizar o efeito reforçador, o diazepam 
também antagoniza os efeitos psicoestimulantes da anfetamina, medimos a 
atividade locomotora de ratos e camundongos tratados com essas drogas no teste 
do campo aberto e no teste do labirinto em cruz elevado. O teste do campo aberto 
(Siegel, 1946)  é amplamente utilizado para estudar o efeito de psicoestimulantes 
sobre a atividade locomotora, podendo ainda indicar atividades mais específicas 
como ação ansiolítica (Carey et al., 2005). A administração de diazepam não 
bloqueou o aumento na atividade locomotora induzida por anfetamina nas duas 
espécies. A administração de haloperidol foi usada como um controle positivo de um 
antagonista dopaminérgico capaz de bloquear o aumento da ambulação no campo 
aberto induzido pela anfetamina (Bruhwyler et al.,1991).  
O labirinto em cruz elevado é mais usado para avaliar o efeito ansiolítico de 
drogas (Handley e Mithani, 1984; Pellow et al.,1985). Porém, drogas de abuso como 




afetados por ansiolíticos tais como o número total de entradas e o número de 
entradas nos braços fechados do labirinto (Lapin, 1993; Dawson et al.,1995). De 
forma coerente, observamos que o haloperidol bloqueou o aumento desses 
parâmetros de ambulação em ratos. Porém, o diazepam não bloqueou os efeitos da 
anfetamina tanto em ratos como em camundongos. Esses resultados sugerem que o 
efeito do diazepam é específico para o efeito gratificante da anfetamina, não tendo 
nenhum efeito sobre a ação psicoestimulante dessa droga.  
 Na clínica os benzodiazepínicos são amplamente usadas no tratamento da 
ansiedade generalizada (Hollister et al.,1993; Andreatini et al., 2001) e para tratar a 
ansiedade causada pela abstinência de drogas de abuso (Goeders, 1997). Portanto, 
é importante avaliar se psicoestimulantes como a anfetamina bloqueia o efeito 
ansiolítico dos benzodiazepínicos. Com esse objetivo avaliamos se a anfetamina 
altera os efeitos ansiolíticos do diazepam nos testes do labirinto em cruz elevado e 
no teste de esconder esferas. Escolhemos estes testes porque no labirinto em cruz 
elevado os escores de efeito ansiolítico (maior exploração dos braços abertos) estão 
correlacionados com uma maior atividade locomotora, enquanto o escore de efeito 
ansiolítico do teste de esconder esferas depende da redução de um comportamento 
motor (esconder as esferas). Para diminuir a influência do efeito psicoestimulantes 
da anfetamina sobre os escores de ansiedade, analisando esses dados por 
ANCOVA onde tendo um escore de atividade locomotora como co-variante. 
Coerente com estudos clássicos da literatura (Rodgers e Dalvi ,1997; Pellow et al., 
1985; Handley e Mithani, 1984; Broekkamp et al., 1986 ) encontramos que o 
diazepam causou um efeito ansiolítico nos dois testes.  
No presente estudo observamos que a anfetamina aumentou a exploração 
dos braços abertos do labirinto. Esse efeito foi também relatado em um estudos 
anterior (Dawson et al., 1995). Porém outros estudos encontraram efeitos opostos  
Pellow et al.,1985; Lapin, 1993) ou nenhum efeito (Lister , 1987)  das anfetaminas 
em ratos e/ou camundongos. É provável que o efeito que observamos da anfetamina 
sobre a exploração dos braços aberto tenha sido influenciada pelo aumento na 
atividade locomotora. Dawson et al (1985) mostraram que uma dose mais baixa de 
anfetaminas causa um um aumento da exploração dos braços abertos e aumento no 
número total de entradas nos braços abertos + braços fechados.  Eles interpretaram 
esses resultados como evidência de que a atividade locomotora aumentada pode 




do tipo ansiolítico.  Outras variáveis tais como linhagens dos animais, diferenças nas 
dimensões do labirinto em cruz, níveis de iluminação e diferentes procedimentos 
comportamentais podem também afetar o efeito de drogas nos escores do teste do 
labirinto em cruz elevado. Camundongos e ratos pertencem a espécies diferentes, 
apresentando algumas diferenças genéticas (Levan-1991; Burt et al. 1999, 
Grutzner et al., 1999 e Watanabe et al., 1999). As diferenças entre ratos e 
camundongos podem estar relacionadas a diferentes níveis de expressão de 
comportamentos do tipo ansiedade entre essas espécies (Archer, 1973; Logan et al., 
1988). 
Também de acordo com resultados anteriores da literatura (Jimenez et al., 
2011; Thomas et al., 2009), observamos que em camundongos a anfetamina 
apresentou uma diminuição no nº de bolinhas escondidas. Embora esse 
comportamento seja interpretado como “ansiolítico” em animais tratados com 
anfetamina, é possível que, assim como no labirinto em cruz, o efeito 
psicoestimulante da anfetamina tenha contaminado o seu efeito. Ao contrário dos 
camundogos tratados com diazepam que não escondem esferas porque não as 
toma como ameaça (efeito ansiolítico), é possível que ao estarem mais agitados os 
camundongos prestem menos atenção nas esferas ou mesmo que prefiram gastar 

















O presente trabalho sugere que os benzodiazepínicos podem bloquear o 
efeito gratificantes das anfetaminas sem alterar seu efeito psicoestimulante. Em 
algumas situações particulares as anfetaminas podem reduzir o efeito ansiolítico dos 
benzodiazepínicos.  
Esses resultados sugerem que os benzodiazepínicos são candidatos a serem 
usados no tratamento da dependência de drogas de abuso, devido bloquear seus 
efeitos gratificantes. Porém, mais estudos pré-clínicos e clínicos são necessários 
para testar esse potencial antes que os benzodiazepínicos possam ser usados para 
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8  ANEXOS 
 
Diazepam selectively blocks 50 kHz ultrasonic vocalizations induced in rats by 
amphetamine 
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Rewarding stimuli and many drugs of abuse elicit rat 50 kHz ultrasonic 
vocalizations (USVs) and can induce dopamine release in the nucleus 
accumbens. We have recently shown that the benzodiazepine diazepam 
inhibits dopamine release in the NAc and blocks the increase of dopamine 
induced release of DL-amphetamine. In the present study, we tested the 
hypothesis that diazepam can also block the increase in locomotor activity and 
USVs elicited by amphetamine. 50kHz USVs and locomotor behavior were 
recorded in adult male Wistar rats treated with i.p. injections of saline, 3 mg/kg 
DL-amphetamine, 2 mg/kg diazepam, 0.2 mg/kg haloperidol or a combination of 
these drugs. In agreement with previous studies, amphetamine caused a 
significant increase in the number of USV calls and a significant increase in 
locomotor activity. The D2 dopamine receptor antagonist haloperidol blocked 
the effects of amphetamine on both USVs and locomotor activity. Diazepam 
blocked the effect of amphetamine on USV, but not on locomotor activity. These 
results suggest that diazepam selectively blocks the rewarding effect of 
amphetamines without affecting the psychostimulant effect of this drug. This 
finding is promising the context of treatment of substance use disorders and to 
evaluate the impact of benzodiazepines on motivation.  
 












Psychostimulants such as amphetamines are among the most widely 
abused drugs. According to the 2016 report from the United Nations Office on 
Drugs and Crime (UNODC), in 2013 nearly 38 million people worldwide were 
users of amphetamines.  
There is a causal link between the addictive effect of most drugs of 
abuse and the activation of the so-called mesolimbic dopamine reward circuitry, 
which is formed by dopaminergic neurons of the ventral tegmental area (VTA) 
projecting to the nucleus accumbens (NAc) (Dichiara and Imperato, 1988; 
Ikemoto, 2007; Volkow et al., 2016). Amphetamines act directly on this pathway 
by inhibiting dopamine reuptake and increasing dopamine release (Easton et 
al., 2007; Fleckenstein et al., 2007). Therefore, the acute effects of 
amphetamines on behavior (e.g. psychomotor agitation, hallucinations) and the 
reinforcing effects of amphetamines are blocked by D2 dopaminergic receptor 
antagonists such as the typical antipsychotic haloperidol (Angrist et al., 1974; 
Mackey and Vanderkogy, 1985).  
Benzodiazepines are a class of drugs widely used in the treatment of 
acute anxiety, generalized anxiety disorder, insomnia, epilepsy, alcohol 
withdrawal syndrome, and in endoscopy procedures (Rudolph and Knoflach, 
2011). The chronic use of benzodiazepines can also lead to addiction (Woods 
et al., 1992). However, in opposition to most addictive drugs, most microdialysis 
studies have shown that the acute administration of the benzodiazepine 
receptor agonist diazepam reduces dopamine release in the NAc (Finlay et 
al.,1992; Gomes-A et al., 2017 ; Murai et al., 1994; Yoshida et al, 1999; 
Zetterstrom and Fillenz,1990).  In addition, a recent electrochemical study from 
our group showed that diazepam blocks the effect of amphetamine to increase 
phasic dopamine release in the NAc of mice (Gomez-A et al., 2017). This 
finding makes the GABAA/benzodiazepine receptor an interesting target for 
treatment of abusive use of psychostimulants. Consistent with this proposal, it 
has been shown that diazepam and other benzodiazepines decrease self-
administration of methamphetamine (Spence et al., 2016) and cocaine in rats 
(Goeders et al., 1997; Straub et al, 2010) and humans (Kablinger et al., 2012; 
Rush et al 2004).  
 
 
It is possible that diazepam has anti-addictive properties because it 
blocks the dopamine-mediated rewarding effect of the addictive drugs. This 
hypothesis is supported by the finding that diazepam prevents conditioned 
place preference induced by amphetamine and cocaine (Meririnne et al.,1999). 
Another behavioral response to rewarding events in rats is the emission of high 
frequency ultrasonic vocalization (USV) calls (Brudzynski, 2013; Burgdorf et al., 
2008; Rippberger et al., 2015). Such USV calls have been observed after 
systemic administration of dopaminergic psychostimulants such as 
amphetamine (Ahrens et al., 2013; Natusch and Schwarting, 2010; Pereira et 
al., 2014; Wright et al., 2013) and cocaine (Barker et al., 2010; Burgdorf et al., 
2001; Mu et all, 2009; Williams and Undieh, 2010; Wintink and Brudzynski, 
2001). An increase in the number of 50 kHz USV calls has also been observed 
during self-administration of amphetamine (Barker et al., 2014) and cocaine 
(Maier et al., 2012). 50 kHz USVs are also emitted in other rewarding situations 
(or their expectation), such as food, sex, heterospecific play, "tickling" by a 
human hand, and social encounters with conspecifics (Brenes and Schwarting, 
2014; Brudzynski, 2013; Burgdorf et al., 2008; Rippberger et al., 2015). These 
findings suggest that 50 kHz USV can be used as a measure of the incentive or 
rewarding effects of drugs of abuse. 
Previous studies have shown a reduction of spontaneous 50 kHz USVs 
after administration of diazepam and other benzodiazepines such as 
chlordiazepoxide, alprazolam, zolpidem and oxazepam; this effect was reversed 
by the benzodiazepine receptor antagonist flumazenil (Hodgson et al., 2008; 
Olivier et al., 1998; Rowlett et al., 2001; Schwarting and Wöhr, 2012). However, 
to the best of our knowledge no previous study has tested whether the effect of 
psychostimulants on rat high frequency USV is blocked by benzodiazepines. 
Testing whether diazepam can block the effect of amphetamine on 50-kHz calls 
is the main goal of the present study. In addition, we tested whether diazepam 








2. EXPERIMENTAL PROCEDURES  
 
2.1. ANIMALS 
 Data of 60 adult male Wistar rats (220–330 g) were included in this 
study. Data of other 6 rats were excluded because they did not achieved the 
vocalization criterion in a screening session (see below). Rats were housed in 
groups of five in polypropylene cages (41 cm × 34 cm × 16 cm) with sawdust 
bedding under a 12 h/12 h light/dark cycle (lights on at 7:00 a.m.) and a 
controlled temperature (22 ± 2 °C). Food and water were available ad libitum. 
Behavioral tests started 1 week after the arrival of the animals in the vivarium 
and were carried out in the afternoons, after 1 h of habituation in the testing 
room. All experiments were performed in accordance with the Brazilian 
(11.794/8 bill from October 2008)  and international (86/609/EEC) laws and the 
Animal Experimental Ethics and Care and the National Institutes of Health 
Guide. The experimental protocol was approved by the Institutional Ethical 
Board (CEUA-UFPR: protocol #1004). All efforts were made to minimize animal 
suffering and to reduce the number of animals used.  
 
2.2. DRUGS AND TESTING GROUPS 
All drugs were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO), except for 
haloperidol (Cristália, Curitiba, Brazil). They were dissolved in 0.9% NaCl saline 
(SAL), and injected i.p. in the following doses: DL-amphetamine sulfate (AMP), 
3 mg/kg; diazepam (DZP), 2 mg/kg; haloperidol (HALO), 0.2 mg/kg. Rats were 
randomly assigned to the following groups: SAL/SAL; AMP/SAL; SAL/DZP; 
SAL/HALO; AMP/DZP; AMP/HALO; N=10 rats/group.  No interval was given 
between the two drug injections. 
 
2.3. USV RECORDING  
Each rat was gently placed onto the center of an activity box (see 
dimensions below) and USV calls were recorded in 2 sessions of 5 min, 24 h 
apart. The 6 rats that did not vocalize in the first session were excluded from the 
experiment. Drug treatment (see above) was given 30 min before the second 
 
 
session. USVs were monitored by a microphone (UltraSoundGate Condenser 
Microphone, CM16; Avisoft Bioacoustics, Berlin, Germany) placed centrally and 
45 cm above the floor of the box. The microphone was connected to a computer 
controlled by the Avisoft Recorder 2.7 software. The USV calls were analyzed 
by the software SAS Lab Pro (Avisoft Bioacoustics) and 50-kHz USV were 
counted manually and off-line from the spectrograms. If two call elements were 
at least 0.048 s apart, two independent calls were counted. All USV emitted 
over 33 kHz were considered as 50-kHz USV (Wöhr et al., 2008).  
 
2.4. LOCOMOTOR ACTIVITY 
Locomotor activity was tested in the activity box during the USV test 
session (see above). Rat behavior was recorded by video for 5 min in an acrylic 
box (40x40x40 cm) with the floor covered with sawdust bedding, of the same 
kind used in the home cage. The bedding was changed between subjects. The 
number of times were scored, each rat crossed the lines that divided the image 
of the box into 9 squares.  
 
2.5 DATA ANALYSIS 
USV and locomotor activity data did not fulfill the criterion for normality. 
However, when these data were transformed with the algorithm [Y=sqrt(Y)], all 
data passed the Shapiro-Wilk normality test and the Bartlett’s test for equal 
variances. Therefore, we used the transformed data to run two-way ANOVAs 
followed by the Newman-Keuls post-hoc tests by using the GraphPad Prism 
software. The data shown in the graphics and tables are the mean ± SEM of the 













Two-way ANOVA statistics are shown in Table 1 and the post hoc 
Newman Keuls tests are shown in the figure and table legends. 
 
3.1 ULTRASONIC VOCALIZATION 
The total number of USV calls data are shown in Figure 1. Before drug 
treatment (Day 1, Figure 1A) no significant difference among groups in number 
of 50 kHz USV calls was observed. On day 2 (Figure 1B), the treatment with 
amphetamine caused a significant increase in the number of USV calls 
compared to the SAL group. The treatments with diazepam or haloperidol did 
not significantly alter the number of USV calls, compared to the SAL group. The 
amphetamine effect was blocked by co-administration of both diazepam and 
haloperidol (HALO): the number of USV calls of the groups AMP/DZP and 
AMP/HALO were significantly lower compared to the AMP/SAL group; no 
significant difference was observed between the number of USV calls of the 










Figure 1: Diazepam and haloperidol blocked the increase in the number of 50 
kHz USV induced by amphetamine. SAL, saline; AMP, 3mg/kg amphetamine, 
DZP, 2 mg/kg diazepam, HALO, 0.2 mg/kg haloperidol. A and B data are shown 
as mean ± SEM. N = 10 rats/group.   * p < 0.05 compared to SAL/SAL group; # 
p < 0.05 compared to AMP/SAL group; Newman-Keuls test after 2 way ANOVA.  
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Individual representative examples of the different types of 50 Hz USV 
calls registered are shown in Figure 2.  
             
 
Figure 2. Representative examples of USV call types.  
 
The effects of the drug treatments on the numbers of flat USV calls are 
shown in Figure 3A. On day 2, the treatment with amphetamine caused a 
significant increase in the number of flat USV calls compared to the SAL group. 
The treatments with diazepam or haloperidol did not significantly alter the 
number of flat USV calls compared to the SAL group. The amphetamine effect 
was blocked by co-administration of both diazepam and haloperidol: the number 
of flat USV calls of the groups AMP/DZP and AMP/HALO were significantly 
lower compared to the AMP/SAL group; no significant difference was observed 
between the number of flat USV calls of the groups AMP/DZP and AMP/HALO 
compared to the SAL/SAL group. 
The effects of the drug treatments on the numbers of trill USV calls are 
shown in Figure 3B. On day 2, the treatment with amphetamine caused a 
significant increase in the number of trill USV calls compared to the SAL group. 
The treatments with diazepam or haloperidol did not significantly alter the 
number of trill USV calls compared to the SAL group. The amphetamine effect 
was blocked by co-administration of both diazepam and haloperidol: the number 
of trill USV calls of the groups AMP/DZP and AMP/HALO were significantly 
lower compared to the SAL/AMP group; no significant difference was observed 
between the number of trill USV calls of the groups AMP/DZP and AMP/HALO 
compared to the SAL/SAL group.  
As shown in Figure 3C and Table 1, no significant difference in the 







Figure 3. Effects of amphetamine, diazepam and haloperidol on flat- (blue), trill- 
(orange), and step- (grey) type of USVs. Bar graphics express the as mean ± 
SEM numbers of flat, trill and step USV types; Pizza graphics express the mean 
percent of each type of USV call. N = 10 rats/group. SAL, saline; ANF, 3mg/kg 
amphetamine, DZP, 2 mg/kg diazepam, HALO, 0.2 mg/kg haloperidol. *  p < 
0.05 compared to SAL/SAL group; # p < 0.05, compared to SAL/AMP group; 




Table 1: Two-way ANOVA statistics 
SAL, saline; AMP, 3mg/kg amphetamine, DZP, 2 mg/kg diazepam, HALO, 0.2 mg/kg haloperidol 
 
Table 2: Effects of amphetamine, diazepam and haloperidol in the behavioral and acoustic parameters 
of the USV calls. 
 
 














       
Latency (s) 













       
Mean call 
duration(ms) 
20.8±0.003 16.0±0.004 17.0±0.001 28.0±0.001         17.0±0.003 21.0±0.001 
       
Frequency 
peak (kHz) 53.10±4.07 59.21±2.24 55.23±2.90 59.29±1.09       58.40±2.22 59.63±2.01 
       
Band width 
(kHz) 20.22±3.73 21.95±5.51 19.62±5.80 13.26±2.30        12.37±4.15 13.75±4.16 
       
Frequency 
modulation 
(kHz) 47.94±4.29  44.66±4.43 46.59±3.48 44.89±2.36        45.65±3.82 48.01±2.60 



















p  F(2,52) P 
 
Total number of calls (day 1)  3.24 0.08  1.92 0.15  0.29 0.74 
Total number of calls (day 2)  39.6 0.01  30.4 0.01  18.9 0.01 
Number of flat-type calls (day 2)  45.0 0.01  27.5 0.01  19.1 0.01 
Number of trill-type calls (day 2)  6.87 0.01  5.75 0.01  7.11 0.01 
Number of step-type calls(day2)  0.25 0.62  2.13 0.13  4.20 0.02 
Latency  4.13 0.04  5.96 0.01  2.16 0.13 
Total call time  34.0 0.01  37.0 0.01  15.4 0.01 
Meancallduration  2.15 0.15  2.67 0.08  0.41 0.66 
Peakfrequency  2.21 0.14  0.48 0.62  0.84 0.44 
Band width  5.00 0.03  0.11 0.89  0.15  0.86 
Frequency modulation  8.69   0.99  0.17 0.84  0.23 0.79 
Locomotor activity  172   0.001  72 0.001  7.05 0.001 
          
 
 
       
SAL, saline; AMP, 3mg/kg amphetamine, DZP, 2 mg/kg diazepam, HALO, 0.2 mg/kg 
haloperidol. Data are shown as mean ± SEM. * p < 0.05 compared to SAL/SAL group; # p < 0.05 
compared to SAL/AMP group; $ p < 0.05 compared to SAL/HALO group; Newman Keuls test 
after 2 way ANOVA.  
 
As shown in Tables 1 and 2, the drug treatments caused few significant 
alterations in the behavioral and acoustic properties of the recorded 50 Hz USV 
calls. The effects of the drug treatments on the total call time were similar to the 
effects of these treatment on the total number of calls: the treatment with 
amphetamine caused a significant increase in the total call time compared to 
the SAL group. The treatments with diazepam or haloperidol did not significantly 
alter the total call time compared to the SAL group. The amphetamine effect 
was blocked by co-administration of both diazepam and haloperidol: the total 
call time of the groups AMP/DZP and AMP/HALO were significantly lower 
compared to the SAL/AMP group; no significant difference was observed 
between the total call time of the groups AMP/DZP and AMP/HALO compared 
to the SAL/SAL group. On the other hand, only the AMP/DZP presented 
significantly longer latency for the first call compared with the SAL/SAL, 
AMP/SAL, and SAL/HALO groups. No significant difference was observed 
between the AMP/DZP and SAL/DZP groups. No significant differences among 
groups was observed for mean call duration, frequency peak, band width, and 
frequency modulation parameters.  
 
3.2 LOCOMOTOR ACTIVITY  
 
The effects of the drug treatments on locomotor activity are shown in 
Figure 4 and Table 1. The treatment with amphetamine caused a significant 
increase and the treatment with haloperidol caused a significant decrease in the 
number of crossings compared to the SAL group. On the other hand, no 
significant difference was observed between the number of crossings of the 
SAL and DZP groups. When haloperidol and amphetamine were co-
administered at the same time, they reciprocally blocked the each other effects: 
the number of crossings AMP/HALO group was not significantly different of the 
 
 
SAL/SAL group and the number of crossings AMP/HALO group was 
significantly lower compared to the AMP/SAL group. On the other hand, 
diazepam potentiated the effect of amphetamine on locomotor activity: the 
number of crossings of the AMP/DZP group was significantly higher compared 
to the SAL/SAL, SAL/DZP, and AMP/SAL groups.       
             
Figure 4. Diazepam did not block the increase in locomotor activity induced by 
amphetamine. Bars represent mean ± SEM number of crossings in an open 
field. N = 10 rats/group.  SAL, saline; AMP, 3mg/kg amphetamine, DZP, 2 
mg/kg diazepam, HALO, 0.2 mg/kg haloperidol. * p < 0.05 compared to sal/sal 
group; # p < 0.05 compared to AMP/SAL group; + p < 0.05 compared to sal/dzp 






The main results of the present study was that diazepam blocked the 
increase in the number and total duration of the 50 kHz USV calls induced by 
amphetamine, but did not block the increase in locomotor activity induced by 
amphetamine in adult rats. This finding supports the hypothesis that diazepam 
can selectively block the rewarding effect of amphetamine. Previous studies 
have reported that diazepam given alone reduced the number of 50 kHz USV 
calls in rat pups (Hodgson et al., 2008; Olivier et al., 1998; Rowlett et al., 2001; 
 
 
Schwarting and Wöhr, 2012). Evidence for the hypothesis that benzodiazepines 
block the rewarding effects of drugs of abuse were also provided by studies that 
tested the effects of benzodiazepines in reward motivated tasks. These studies 
have shown that: (i) diazepam blocks the conditioned preference for a of place 
previously paired with amphetamine, cocaine or the opioid kappa receptor 
agonist U50-488 (Leri and Franklin., 2000; Meririnne et al.,1999); (ii) diazepam 
and other benzodiazepines reduce self-administration of methamphetamine 
(Spence et al., 2016) and cocaine (Goeders et al., 1997; Straub et al, 2010) in 
rats; (iii) diazepam reduces self-administration of amphetamine by humans 
(Kablinger et al., 2012; Rush et al 2004).  
There is substantial evidence that rats emit 50 kHz USV calls in 
rewarding situations or in expectation of them. These calls have been observed 
in rats exposed to pleasurable stimuli such as mating, heterospecific play, 
"tickling" by a human hand, and social encounters with conspecifics 
(Brudzynski, 2013; Burgdorf et al., 2008; Rippberger et al., 2015). Increased 
USV calls have also been observed after systemic administration of 
psychostimulants which cause release of catecholamine neurotransmiters, such 
as D-amphetamine (Ahrens et al, 2013; Natusch and Schwarting, 2010; Pereira 
et al., 2014; Wright et al., 2013) and cocaine (Barker et al, 2010; Burgdorf et al., 
2001; Mu et all, 2009; Simola et al., 2012; Williams e Undieh, 2010; Wintink e 
Brudzynski, 2001). Rats also emit 50-kHz calls during self-dministration of 
amphetamine (Barker et al., 2014) and cocaine (Maier et al., 2012). Another 
study has also shown increased 50 kHz USV calls while rats explored a place 
previously paired with amphetamine (Wright et al., 2010). In addition, 
microinjection of amphetamine into the rodent NAc has reinforcing effects and 
also elicits 50 kHz USV in rats (Burgdorf et al., 2001; Thompson et al., 2006). 
Conversely, it has been shown that intra-NAc administration of D1-like and D2-
like dopamine receptor antagonists suppressed amphetamine-evoked USVs 
(Barker et al., 2015; Rippberger et al., 2015). Therefore, the results of the 
present and previous studies are consistent with the hypothesis that diazepam 
blocks amphetamine-induced 50 kHz USV calls because it blocks the rewarding 
effect of drugs of abuse.  
It has been suggested that, in addition to the number of 50 kHz USV 
calls, its acoustic characteristics (frequency and bandwidth) encode their 
 
 
affective meaning (Brudzynski, 2005). However, in the present study we did not 
observe changes in the peak frequency and bandwidth of USVs after treatment 
with amphetamine or diazepam.  
In the present study, we observed an increase in flat and trill types of 
USVs, and these effects were blocked by both diazepam and haloperidol. 
These finding are in agreement with previous studies showing that 
amphetamine treatment increased flat and trill type USV vocalizations (Ahrens 
et al, 2009; Simola et al., 2012; Wright et al.,2010). However, trill vocalizations 
were not induced by other drugs of abuse such as MDMA, nicotine and caffeine 
(Mu et all, 2009; Sadananda et al., 2012; Simola et al., 2010; Simola et al., 
2012; Simola et al., 2014; Williams and Undieh, 2010).  Nevertheless, Burgdorf 
et al. (2008) showed a positive correlation between trill and step type USV and 
the appetitive valence of mating situations, jokes, tickling, pairing with a co-
specific and aggression.The current finding that the effect diazepam blocked the 
effect of dopamine on the increase of trill type 50 Hz USV calls without affecting 
locomotion supports assumption that 50-kHz calls are not a mere correlate of 
behavioral activation and seem to depend on at least partly different neural 
mechanisms (as discussed in Natusch & Schwarting and Schwarting et al. 
2007). 
The release of dopamine in the NAc is one of the main mechanisms of 
the addictive effect of most drugs of abuse (Wise and Rompre,1989). Most 
drugs of abuse cause an increase in dopamine release in NAc (Imperato and Di 
Chiara 1986). The levels of dopamine in the NAc of rats increase when they are 
placed in an environment previously paired with drugs of abuse like 
amphetamine and cocaine (Meririnne,1999; Mithani et al., 1986). In the present 
study, we observed that not only diazepam but also haloperidol, a dopaminergic 
antagonist that acts mainly on D2-like receptors (Rippberger et al., 2015), 
blocked the increase of amphetamine-elicited USVs. Other studies have also 
shown a reduction in the number and qualitative changes of USVs in rats 
treated with haloperidol (Ciucci et al., 2007; Rippberger et al., 2015; Wright et 
al.,2013) and in rats with unilateral striatal dopamine depletion (Ciucci et al., 
2007). Other D1-like and D2-like dopamine receptor antagonists such as SCH 
23390 and SCH 39166, clozapine, risperidone, raclopride and pimozide also 
block the increase of amphetamine-induced USV (Brudzynski, 2015; Ringel et 
 
 
al., 2013; Rippberger et al., 2015). This suggests that the effect of diazepam on 
amphetamine-induced USV calls is mediated by the mesolimbic dopamine 
reward system. 
Amphetamine promotes an increase in the extracellular concentration of 
dopamine and other monoamines by various mechanisms. It acts by blocking 
the dopamine transporter (DAT), the noradrenaline transporter (NET) and, to a 
smaller degree, also blocks the serotonin transporter (SERT). After being 
transported into the presynaptic terminals, amphetamine also inhibits the 
vesicular monoamine transporter type 2 (VMAT2) and promotes the release of 
monoamines into the synaptic cleft (Robertson et al., 2009).  
The findings of the present study are not coherent with electrophysiology 
studies reported that another benzodiazepine (midazolam) increased the firing 
of VTA neurons in freely moving mice (O’Brien and White, 1987; Tan et al., 
2010). A caveat of these studies is that the neurons were identified as 
dopaminergic based only in electrophysiological criteria. On the other hand the 
findings of the present study are in agreement with microdialysis studies that 
have consistently shown that while drugs of abuse such as cocaine, 
amphetamines and opioids increase dopamine release in NAc, (Clark et al., 
2010; Flagel et al., 2011; Koob and Volkow, 2010; Willuhn et al., 2012), 
benzodiazepines do the opposite, that is, decrease accumbal dopamine  
concentration (Finlay et al.,1992; Gomes-A et al., 2017; Murai et al., 1994; 
Yoshida et al.,1999; Zetterstrom and Fillenz,1990). In a recent voltammetry 
study, we have shown that systemic administration of diazepam blocks the 
effect of amphetamine on dopamine release in the NAc of anesthetized mice 
(Gomez-A et al., 2017). Together, these studies present more stronger 
evidence that that diazepam blocks the rewarding effects of amphetamine by 
preventing the release of dopamine in the NAc. This makes the 
GABAA/benzodiazepine receptor an interesting target  for the treatment of 
abusive use of psychostimulants and other drugs of abuse. 
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